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   Mouse monoclonal antibodies were prepared using a cell mixture containing prostatic secretory, 
basal cells and stromal cells as an immunogen, and by the immunofluorescence method with cryo-
sections of prostate tissue. An immunohistochemical screening process was used in the expectation 
that it would help identify not only the antibodies reacting with the secretory cells predominant 
in the prostate but also those reacting with relatively rare cells in the prostate tissue. Two cell 
clones have been established which produce antibodies  (IgG1) that react well with prostatic secretory 
cells: a clone producing antibodies specific to prostatic acid phosphatase (PAP) and one producing 
antibodies specific to prostate-specific antigen (PSA). These antibodies could recognize the native 
antigens in the seminal plasma, respectively. These findings indicate that antibodies recognizing 
only one substance can be prepared, even when a mixture of prostatic tissue including many proteases 
is used as an immunogen. Production of antibodies against prostate-specific antigens other than 
PAP and PSA by this method should provide a useful means for analyzing unknown antigens 
in the prostate. 
                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 213-219, 1993) 
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緒 言
前立 腺 性 酸 性 フ ォス フ ァタ ーゼ(PAP)の発 見 以来,
前立 腺 や 精 漿 に 存 在す る物 質 の分 析 が 粘 り強 く続 け ら
れ て きた レ3).現在 で はPAP以 外 に,prostate-specific
antigen(PSA)4)やβ一microseminoprotein(β一























































2)免 疫 ・細 胞融 合
免疫 動 物 に は7週 齢 のBALB/cメ ス マ ウス を 使 用
した.上 記 の よ うに して え られ たBPH細 胞 を107個,
2週 間 ご とに3回 腹 腔 内 注 射 して 免疫 した.最 終 免 疫
か ら3日 の ち に マ ウ スか ら脾 臓 を摘 出 し,こ の脾 細 胞
と マ ウス ミエ ロー マ細 胞X63Ag8.653を50%ポリエ
チ レソ グ リコール1,500(BDHLimited,England)
を用 い て常 法 に 従 って細 胞 融 合 させ た.HAT培 地 中
で これ らの細 胞 を 培養 し,融合 細 胞 の 生 育 を 待 った7-9).
抗 体 産 生細 胞 の ク μ一 ニ ングは 限 界 希釈 法 で お こ な
い,抗 体 サ ブ ク ラスはMousemonocionalantibody
isotypingkit(AmershamInternationalplc,
AmershamUK.)で 決 定 した.
3)ス ク リー ニ ソ グ法
融 合細 胞 の 培養 上 清 を 一 次 抗体 と して,FITC標
識 ウサ ギ 抗 マ ウス免 疫 グ ロ ブ リン(DAKO-PATTS,
Denmark)を二 次 抗 体 と して 用 い るBPHの 無 固定
凍 結 切片 を染 色 す る蛍 光抗 体 法 を ス ク リー ニ ン グ法 と
して採 用 した8・9).今回 の研 究 で は 大 部分 の分 泌細 胞
に反 応 す る抗 体 を選 ん だ.
4)前 立 腺 組 織 に対 す る反 応 性 の 検 討
滋 賀 医 科 大 学 泌 尿器 科 で 加療 し たBPH5例 と前
立腺 癌52例の ホ ル マ リン固 定 パ ラ フ ィ ン切片 を検 索 に
用 いた.MAbの 前 立 腺 分 泌 細 胞 に 対 す る反 応 性 を,
avidinbiotincomplex(ABC)法で 検討 した.ま ず
ブ ロ ックエ ー ス(大 日本製 薬 株 式 会 社)で 切 片 に 対 す
る抗 体 の 非特 異 的 吸 着 を 抑 え た.一一次 抗 体 は 今 回 作
製 したMAbを,二 次 抗 体 は ウ マ抗 マ ウ ス免 疫 グ ロ
ブ リ ソG抗 体(VectorLaboratorias,Inc.,CA,




させ て発 色 させ,ヘ マ トキ シ リンで 核 染 色 した.
5)PAP,PSAに 対 す る反 応 性
前 立腺 分 泌 細 胞 に 反 応 す る ク ロー ン の う ち,PAP
とPSAの そ れ ぞ れ を認 識 す る ク ロー ンを選 択す る た
め に ドッ トプ ロ ッ ト法 を 施 行 し た.PAP(栄 研 化 学
株 式 会社),PSA(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社)を,微 量
蛋 白質検 出用 の イ ム ノ ドッ ト(ア トー株 式 会 社)に 装
着 し た 一 トロセ ル ロー ス膜 に,蛋 白質 量 と し て100
ng/we11の割 合 で 吸着 させ た.プ ロ ノクエ ース で非 特
異 的 吸着 を抑 えた の ち,融 合 細 胞 の 培 養 上 清 を 一次 抗
体 と してABC法 で 染 色 し判 定 した,
6)臓 器 特 異性 につ いて











甲状腺5例,胃3例,小 腸3例,結 腸2例,脾 臓4例
肝臓5例,膵 臓5例,腎 臓5例,精 巣2例,子 宮1













mini:テフコ株式会社)に アプライ し,電 気泳動 し
た.つ いでこのゲルから蛋白質を電気的にニトロセル
ロース膜に転写 した.こ の膜にブロックエースを作用































































3)ウ ェス タ ソプ ロ ッ ト法
9-7Hで は45kDa,9-10Dで は33kDaの 位 置
に 特 異 的 な パ ソ ドが 認 め られ た.こ れ らは,そ れ ぞ れ























































































































リーニング して マウスモノクローナル抗体 を作製 し
た.そ の結果,前 立腺分泌細胞 に良く反応 し,ホ ル
マリン固定パラフィソ切片に も適用可能で ある,
PAP,PSAにそれぞれ特異的な抗体を産生する細胞




注記:本 研究 の一一部は文 部省科学研究 費(一 般研究C:課
題番号04807116)の助成 によって おこなわれた。
実験 に御協 力いただいた京都大 学医学部泌尿器科学教室の
石 田恵子嬢 ならびにPAPPSA,を それぞれ御 供与いただい
た栄研化学株式会社,和 光純薬工業株式 会社に深謝 いた しま
す。
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